急性淋巴细胞白血病（ALL）是儿童发病率最高的白血病类型，好发于2\~5岁[@b1]。目前ALL的发病机制仍未明确，但以往研究大多认为其受遗传因子及环境影响[@b1]--[@b2]。IKZF1（Ikaros family zinc finger 1）基因位于染色体7p12.2，其编码蛋白IKAROS是和淋系发育相关的重要转录因子[@b3]--[@b4]。全基因组关联研究（GWAS）显示IKZF1基因单核苷酸多态性（single-nucleotide polymorphisms，SNP）位点rs11978267与ALL存在明显相关性[@b5]--[@b6]。Linabery等[@b7]报道IKZFI基因多态性位点rs11978267与北美地区儿童ALL患者间具有明显相关性，但尚无中国儿童ALL患者相关报道。本研究旨在探讨IKZFI基因rs11978267多态性与中国儿童ALL的相关性。

对象与方法 {#s1}
==========

1．研究对象：2015年5月至12月我院收治的190例ALL患者及270例对照纳入研究，ALL患者均经过骨髓细胞形态学、细胞化学、免疫分型及分子生物学检查，其诊断符合急性白血病FAB诊断标准[@b8]。收集其外周血标本保存于−80 °C备用。对照组来自于诊断为呼吸系统感染性疾病并排除造血系统疾病、肿瘤疾病、遗传性疾病者。本研究获患儿家长知情同意，并符合医学伦理原则。

2．主要试剂及仪器：全血基因组抽提试剂盒为上海荻硕贝肯生物科技有限公司产品，HotStarTaq DNA聚合酶为德国Qiagen公司产品，iPLEX TM Reagent Kit、树脂、MassARRAY Compact System均为美国SEQUENOM公司产品，dNTP Mixture为日本TaKaRa公司产品，D-37520台式离心机为美国Thermo公司产品，PCR仪（GeneAmp PCR System 9700）为美国Applied Biosystems公司产品。

3．基因组抽提：取200 µl ALL患儿及对照儿童全血，按照全血基因组抽提试剂盒操作说明抽提基因组。

4．PCR扩增IKZF1基因SNP位点rs11978267：正向及反向引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成，正向引物：5′-ACGTTGGATGAGCAGCAGACAGCTACTAGG-3′，反向引物：5′-ACGTTGGATGCCCTTGTCTTCGTGGAT TTC-3′。反应体系：10×缓冲液（含15 mmol/L MgCL~2~）0.625 µl，25 mmol/L MgCl~2~ 0.325 µl, 2.5 mmol/L dNTP1 µl，引物1 µl，5 U/µl HotStarTaq DNA聚合酶0.1 µl，DNA模板1 µl，双蒸水0.95 µl。反应条件：94 °C预变性15 min; 94 °C变性20 s，56 °C退火30 s, 72 °C延伸1 min，共45个循环；72 °C延伸3 min。

5．虾碱基磷酸酶（SAP）处理：为除去PCR中多余的dNTP，将2 µl的SAP反应体系（10×SAP缓冲液0.17 µl，SAP 0.3 µl，双蒸水1.53 µl）加入PCR体系中。反应条件：37 °C 40 min; 85 °C 5 min, 4 °C保存。

6．iPLEX单碱基延伸反应：反应体系：10× iPLEX缓冲液0.2 µl，iPLEX Termination mix 0.2 µl，引物0.804 µl，iPLEX酶0.041 µl，双蒸水0.755 µl，单碱基延伸引物序列：5′-AGGGTAGGTAGAAGTTTATG-3′。反应条件：94 °C 30 s；94 °C 5 s; 52 °C 5 s, 80 °C 5 s，共5个循环；72 °C 3 min；共40个循环；12 °C 12 min。其中5个小循环包含在40个大循环中，共200个循环。

7．树脂脱盐与MassARRAY Analyzer Compac质谱分析：将6 mg树脂在384孔树脂刮板上，均匀覆盖，刮去多余的树脂，放置20 min后，1000 r/min离心1 min（离心半径12.4 cm）。每孔加入25 µl去离子水，倒置在树脂板上面，然后反置将树脂板扣在384孔板上，封膜。翻转384孔板20 min，3500 r/min离心5 min后，转移到表面覆盖基质的SpectroCHIP芯片，MassARRAY Analyzer Compac质谱检测。采用Typer Analyzer Application version 4.0 Sequenom进行软件分型。

8．统计学处理：采用SPSS 18.0以及shesis在线软件进行统计学分析。各组间的基因型频率分布检测采用Hardy-Weinberg平衡定律。计量资料采用*x*±*s*表示，计数资料采用百分率（％）表示，组间比较采用卡方检验，*P*\<0.05为差异有统计学意义。Pearson\'s卡方检验或Fisher\'s精确检验用于病例组和对照组的等位基因频率的比较以及基因型频率的比较。优势比（*OR*）和95％置信区间（95%*CI*）由Logistic回归分析得到。

结果 {#s2}
====

1．患儿基本情况：ALL组患儿190例，年龄（70.36 ± 43.10）个月，72个月以上为73例（38.4%）；男119例（62.6%），女71例（37.4%）。对照组患儿年龄（51.95±43.39）个月，72个月以上为81例（30.0%）；男177例（65.6%），女93例（34.4%）。ALL组与对照组患儿间年龄和性别差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。

2．IKZF1基因多态性位点rs11978267基因分型结果：190例ALL患儿及270例对照组患儿的DNA模板，经MassARRAY Analyzer Compac质谱基因分型均取得了良好的结果，结果见[图1](#figure1){ref-type="fig"}。

![IKZF1基因多态性位点rs11978267基因分型结果\
A：rs11978267基因型AA；B：rs11978267基因型GG](cjh-37-09-826-g001){#figure1}

3．ALL组及对照组IKZF1基因多态性位点rs11978267等位基因和基因型频率差异性分析：ALL组和对照组两组人群的基因频率分布符合Hardy-Weinberg平衡定律（*P*值均\>0.05）。多态性位点rs11978267等位基因和基因型频率分布结果显示，ALL组与对照组两组间GG、AG、AA基因型频率的差异无统计学意义（*Chi*^2^=0.514，*P*值\>0.05），风险等位基因A出现的频率差异无统计学意义（*Chi*^2^=0.045，*OR*=1.042，95%*CI* 0.715\~1.518，*P*\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 急性淋巴细胞白血病（ALL）组及对照组患者IKZF1基因多态性位点rs11978267等位基因和基因型差异性分析

  组别         例数   rs11978267 G\>A基因型\[例（%）\]   A等位基因                     
  ------------ ------ ---------------------------------- -------------- -------------- --------------
  ALL组        190    4（2.1）                           45（23.7）     141（74.2）    327（86.1）
  对照组       270    4（1.5）                           70（25.9）     196（72.6）    462（85.6）
                                                                                       
  *Chi*^2^值                                             0.514                         0.045
  *P*值                                                  0.774                         0.832
  *OR*值              1.000                              0.643          0.719          1.042
  95%*CI*                                                0.153\~2.701   0.177\~2.925   0.715\~1.518

4．IKZF1基因多态性位点rs11978267基因型与ALL患儿免疫分型、染色体及融合基因的关系：从*OR*值和95%*CI*可以得出，IKZF1基因多态性位点rs11978267基因型GG、AG和AA分布与ALL的免疫分型无明显相关，与染色体异常与否及有无融合基因亦并无明显相关性（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### IKZF1基因多态性位点rs11978267基因型与急性淋巴细胞白血病（ALL）免疫分型、染色体及融合基因的关系

  组别                 例数   基因型\[例（%）\]   *P*值                                             
  -------------------- ------ ------------------- ------------------------ ------------------------ -------
  免疫分型                                                                                          0.973
   B-ALL               175    4（2.3）            41（23.4）               130（74.3）              
   *OR*值（95%*CI*）          1.000               0.586（0.139\~2.468）    0.663（0.163\~2.699）    
   T-ALL               15     0                   4（26.7）                11（73.3）               
   *OR*值（95%*CI*）                              1.000                    0.982（0.303\~3.185）    
  染色体                                                                                            0.757
   正常                95     2（2.1）            25（26.3）               68（71.6）               
   异常                85     2（2.4）            18（21.2）               65（76.5）               
   *OR*值（95%*CI*）          1.000               0.720（0.093\~5.601）    0.956（0.131\~6.987）    
  融合基因                                                                                          0.878
   阴性                71     1（1.5）            17（23.9）               53（74.6）               
   阳性                119    3（2.5）            28（23.5）               88（73.9）               
   *OR*值（95%*CI*）          1.000               1.821（0.175\~18.947）   1.807（0.183\~17.819）   

讨论 {#s3}
====

ALL是一种起源于造血干细胞的恶性克隆性疾病，是儿童最常见的白血病类型，年发病率为3.0/10万\~4.5/10万，约占儿童恶性肿瘤的30%[@b9]。ALL的发病机制目前尚无定论，根据以往的研究，其可能是多种遗传因素及环境共同作用的结果，而其中遗传因素的影响越来越引起重视，基因变异可增加儿童罹患ALL的风险[@b1]--[@b2]。尽管目前ALL的治疗已经较为成熟，大部分的ALL患者可以得到缓解，但仍有约25％的患儿会复发，其存活率不到30%[@b10]。

近期两项GWAS研究表明，位于染色体7p12.2的IKZF1基因与ALL存在着明显相关性[@b5]--[@b6]。IKZF1基因DNA序列全长125 kb，其编码的蛋白IKAROS属锌指蛋白家族成员，是一个肿瘤抑制因子，在淋巴系统造血方面发挥着关键性调控作用[@b11]。IKZF1基因变异可显著降低其mRNA的表达水平，阻滞T、B细胞的发育，导致肿瘤形成[@b12]。同时在对B-ALL患儿的研究中发现IKZF1基因的变异还可影响患儿的预后[@b13]。Virely等[@b14]的研究结果提示由于BCR-ABL^1+/0^杂合子小鼠体内IKZF1基因表达显著降低，使得B淋巴细胞分化无法正常进行，阻滞于原始阶段，从而形成ALL。Payne和Dovat[@b15]的研究结果显示ALL患者IKZF1基因有不同程度的突变和缺失，导致单倍剂量不足。

根据以往实验结果，IKZF1基因SNP位点rs4132601、rs11978267的突变可能是ALL发生的风险因素之一[@b5],[@b16]，而其中对于rs11978267的研究却报道不一。Linabery等[@b7]研究发现，多态性位点rs11978267与北美地区儿童ALL患者间具有明显相关性。Bahari等[@b17]的研究报告显示，多态性位点rs11978267与伊朗地区儿童ALL患者间不存在关联性。目前对于IKZF1基因的研究结果都来自于国外，国内还未见报道。本研究结果显示，ALL组与对照组相比多态性位点rs11978267的基因型频率的差异无统计学意义（*Chi*^2^=0.514，*P*=0.774），风险等位基因A出现的频率差异无统计学意义（*Chi*^2^=0.045，*OR*=1.042，95%*CI*：0.715\~1.518，*P*=0.832），基因型分布与ALL组的免疫分型无明显相关性，与染色体异常与否及有无融合基因亦无明显相关。上述研究结果提示IKZF1基因多态性位点rs11978267与中国儿童ALL患者并无明显关联性。此不一致性提示种族、研究样本大小等因素可能对结果存在一定程度的影响。

综上所述，IKZF1基因多态性位点rs11978267与中国ALL患儿间无明显关联性，可能不是ALL的危险因素。
